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Resumen 
Introducción: Un elemento importante para la incriminación de un insecto como vector, 
es la identificación de su fuente de alimento con el propósito de saber si es mamofílico, 
ornitofílico o antropofílico . Culex quinquefasciatus fue escogido porque es una especie 
de importancia médica y veterinaria, y existen sitios de reposo para ella,  en la sabana de 
Bogotá. En Colombia, pocos son los estudios donde se use la PCR como una 
herramienta molecular para identificar fuente de alimento en insectos hematófagos. 
Objetivo: estandarizar las condiciones de amplificación por PCR, del gen Cytb a partir 
de abdómenes de hembras de Culex quinquefasciatus. Metodología. Primera fase: Se 
estandarizaron  las condiciones de mezcla de  PCR para amplificar el gen Cytb. Se 
probaron tres pares de primers para amplificar regiones del gen mitocondrial Cytb de 
vertebrados, de mamíferos y de aves. Segunda fase: consistió en hallar el tiempo 
máximo después de la ingesta de sangre, en que pueden ser amplificadas regiones del 
gen Cytb de la fuente sanguínea. Para ello, se  realizaron ensayos en laboratorio  con 
fuente de alimento conocida utilizando sangre de Gallus gallus y Mus musculus. Tercera 
fase: fue la validación de la metodología con insectos capturados en campo.  Se 
amplificaron regiones del gen Cytb y posteriormente se secuenciaron para identificar 
hasta especie, las fuentes de alimento de los insectos recolectados en condiciones 
naturales. Resultados. Primera fase: Se modificó la concentración de dNTPs de 2 mM 
a 0,2 mM; se redujeron las unidades de Taq DNA polimerasa de 5 a 2,5 U. Segunda 
fase: El tiempo máximo de detección de la fuente de alimento fue de  14 días con los 
primers para vertebrados. Tercera fase: Se logró establecer que Cx quinquefasciatus en 
Marengo se alimentó preferencialmente de Gallus gallus en un (50%), seguido por Sus 
scrofa en porquerizas (34%); también se amplificaron regiones de Cytb para Bos taurus 
(7%), Homo sapiens (7%) y Hemidactylus spp (2%). Mientras que en el campus 
universitario,  se encontró que el 100% estaban alimentadas con aves Turdus fuscater 
(54.54%) y Columba livia (45.46%). Conclusión: Se logró estandarizar la técnica de 
amplificación y reproducir tanto en insectos de laboratorio como en insectos de campo. 
El tiempo límite de amplificación de la región Cytb en vertebrados fue mayor a lo 
reportado en la literatura (200 h). Fue posible validar los parámetros estandarizados en 
insectos de campo incluso a partir de abdómenes vacíos. Por último, esta metodología 
es valiosa y aplicable no solo para Cx quinquefasciatus sino en general para cualquier 
insecto hematófago recolectado en campo. 
  
Palabras clave: (Hematofagia, mosquitos, Cx quinquefasciatus, infecciones naturales, 
fuente de alimento, hábito alimenticio, gen Cytb).  
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Abstract 
Introduction.  An important aspect in incrimination vectorial of insects is a 
properly identification of source of food with the aim to determine host preferences 
as mamophily, ornitophily or antropophily. The model chosen in this study was Cx 
quinquefasciatus because besides it is related to the transmission of etiologic 
agents of diseases of public health importance, in some areas of the savannah of 
Bogota, are known to their resting places.In Colombia, despite the great advances 
in methodologies for characterizing transmission cycles of tropical diseases, there 
are few studies in which PCR is used as a molecular tool to identify food sources 
of blood-sucking insects. Objective: To standardize the conditions of PCR 
amplification of the Cytb gene from abdomens of females of Culex 
quinquefasciatus. Methodology.  Phase I: standardization of the conditions of the 
PCR mix to amplify the Cytb gene. Three pairs of primers were tested to amplify 
regions of this gene in vertebrates, mammals and birds. Phase II: was to find the 
maximum number of days after the blood meal that can be amplified Cytb gene 
regions from blood source. To do this, controlled trials were conducted in 
laboratory to test the standardized conditions, with known food source blood  
Gallus gallus and Mus musculus, and monitoring of insect feeding was performed. 
Phase III: was the validation of this methodology with captured insects in the field. 
Cytb gene regions were amplified and subsequently sequenced to identify species 
in the blood-meal source of insects collected in natural conditions. Results. 
Phase I: was modified dNTPs concentration of 2 mM to 0.2 mM and was reduced 
the units of Taq DNA polymerase from 5 to 2.5 U. Phase II: with the primers for 
vertebrates, the maximum time for detecting the source of food was 14 days. 
Phase III: It was established that Cx quinquefasciatus in Marengo preferentially 
fed on Gallus gallus (50%), followed by Sus scrofa in piggeries (34%); also were 
amplified Cytb regions for Bos taurus (7%), Homo sapiens (7%) and Hemidactylus 
spp (2%). While on campus of National University, it was found that 100% fed 
birds were Turdus fuscater (54.54%) and Columba livia (45.46%).Conclusion: It 
was possible to standardize the amplification technique and apply it in both 
laboratory and field insects. The time limit of Cytb amplification of the region in 
vertebrates was higher than that reported in the literature (200 h). It was possible 
to validate the standardized parameters of field insects even from empty 
abdomens. Finally, this methodology is valuable and applicable not only for Cx 
quinquefasciatus but in general for any blood-sucking insect collected in the field. 
 Keywords: (hematophagy, mosquitoes, Cx quinquefasciatus, natural infections, 
food source, eating habits, Cytb gene). 
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INTRODUCCIÓN 
 
Los estudios sobre identificación de fuente de alimento en insectos  hematófagos 
sirven para conocer el contacto que puedan tener los insectos con vertebrados, 
basado en su comportamiento alimenticio  y permiten dilucidar las  implicaciones 
de este comportamiento en la transmisión de patógenos al hombre y  animales 
domésticos o silvestres. 
 
Entre los insectos hematófagos, los mosquitos de los géneros Anopheles, Aedes 
y Culex  son importantes en salud pública, por ser vectores de los agentes  
infecciosos que producen enfermedades como la malaria, el dengue y varias 
encefalitis, con alta morbilidad y mortalidad, tanto en humanos como en animales, 
ya que muchas de ellas como las encefalitis, son zoonosis. En el caso de Cx 
quinquefasciatus su importancia en salud pública se debe a  las altas densidades  
que alcanza en centros urbanos y a las reacciones que provocan su picaduras, 
(Sarmiento et al, 1999) y por ser vector de agentes etiológicos de las filarias 
Wuchereria bancrofti y Dirofilaria immitis; además se ha encontrado asociada a 
brotes de Encefalitis Equina Venezolana y Encefalitis del Virus Occidental. 
(Berrocal et al, 2006). 
Además de la importancia como vector antes mencionada, en el centro 
Agropecuario Marengo se encontraron casos de infección de aves de corral con 
Leucocytozoon spp, (Moreno de Sandino y Sánchez. 2002) donde el insecto 
hematófago más abundante fue Cx quinquefasciatus, seguido por Stomoxys 
calcitrans (Chacón, 2001; Rodríguez y Ramírez, 2004), por lo cual los autores 
sugieren que el vector más probable del parásito sería Cx. quinquefasciatus. 
Debido a  las características antes mencionadas, y  a la facilidad de manejar la 
colonia ya establecida de Cx quinquefasciatus en laboratorio, se escogió esta 
especie como  objeto de estudio.   
Este proyecto comprendió tres fases. La primera consistió en encontrar los 
parámetros de perfil térmico y mezcla de reactivos para amplificar regiones del 
gen Cytb en vertebrados por PCR; para ello se usaron tres set de primers uno 
general para vertebrados y los otros dos, específicos para aves y para mamíferos. 
Se manejaron dos métodos de extracción, kit Zymo® y el método Fenol 
Cloroformo Alcohol Isoamílico (FCAI). La segunda fase consistió en determinar 
las condiciones de tiempo de digestión de la sangre en hembras de Cx 
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quinquefasciatus de colonia, seleccionando  aquellas con un grado de distensión 
abdominal total, cada 24 horas con el fin de establecer la concentración mínima 
de ADN detectada a través de la técnica escogida. Luego de tener las 
condiciones de laboratorio estandarizadas y de haber realizado las observaciones 
en los ensayos controlados, se inició la tercera fase en la cual se evaluaron en 
mosquitos de Cx quinquefasciatus del Centro Agropecuario Marengo, los 
parámetros determinados y a su vez, se  identificaron por secuenciamiento las 
regiones amplificadas del gen Cytb para vertebrados. Para todas las muestras se 
incluyó como control interno un set de primers que amplificaron una región del 
gen COI del insecto. 
En la actualidad los estudios que evalúan el hábito alimenticio de insectos 
hematófagos mediante herramientas moleculares usando como marcador el gen  
citocromo b, han mostrado ser muy eficientes en el sentido de lograr no sólo  
identificar el grupo de organismos al cual pertenece, sino  también identificar la 
especie de la fuente de alimento.  
Los hallazgos de este proyecto son la base para otros planeados dentro del grupo 
de investigación relación parásito - hospedero del departamento de biología de la 
Universidad Nacional, como son analizar la fuente de alimento de posibles 
vectores de hemoparásitos aviares en vida silvestre. 
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OBJETIVOS 
 
Objetivo general:  
 Estandarizar las condiciones de amplificación por PCR, del gen citocromo b 
(Cytb)  de  vertebrados,  a partir de abdómenes de hembras de Cx 
quinquefasciatus 
 
Objetivos específicos:   
 Primera fase. Establecer  los parámetros de  mezcla de reactivos y perfil 
térmico, para amplificar regiones del gen Cytb, a partir de sangre presente 
en el abdomen de mosquitos Cx quinquefasciatus 
 Segunda fase. Determinar el tiempo máximo de amplificación de la región 
Cytb de vertebrados según  los parámetros estandarizados 
 Tercera fase. Validar en la población de Cx quinquefasciatus del Centro 
Agropecuario Marengo y de la UNAL, los parámetros estandarizados 
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1. MARCO TEÓRICO 
1.1 Familia Culicidae (Cx) 
Los mosquitos son el grupo más importante de artrópodos en el contexto 
médico y veterinario. Hay cerca de 3,500 especies y subspecies de 
mosquitos en el mundo, los cuales pertenecen a la familia Culicidae, 
suborden Nematocera, orden Díptera. Tienen una amplia distribución 
altitudinal y latitudinal excepto en la Antártica; se hallan desde el nivel del 
mar hasta más allá de los 3.500 metros (García.1976; Eldridge. 2005).   
 
Todos los estados inmaduros  de mosquitos son acuáticos. Tienen una 
metamorfosis completa (Figura 1), la cual consta de un estado de desarrollo 
embrionario o huevo, cuatro estadios larvales, pupa y adultos macho y 
hembra. Las hembras de Culicinos depositan los huevos individualmente o 
en balsas compuestas por más de 100 huevos como es el caso de Cx 
quinquefasciatus,  (Rossi, Almirón. 2003). 
  
           
              Fuente: el autor  
 
             Figura 1 Ciclo de vida de Cx quinquefasciatus  
 
 
 
HUEVOSPUPA
L1L2L3L4
LARVAS
ADULTO
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A continuación se muestra la clasificación de los Culicidae (Tabla 1). 
Tabla 1. Clasificación de subfamilias en familia Culicidae. 
Subfamilia Tribu Género  representativo 
Anophelinae Anophelini Anopheles  
  Biromella 
  Chagasia 
Culicinae Aedini Aedes 
  Haemagogus 
  Ochlerotatus 
  Psorophora 
 Culicini Culex 
  Deinocerites 
 Culisetini Culiseta 
 Mansoniini Coquilletidia 
  Mansonia 
 Orthopodomylini Orthopodomyia 
 Sabethini Sabethes 
  Trichoprosopon 
  Wycomyia 
 Uranotaenini Uranotaenia 
 Toxorhynchitini Toxorhynchites 
Adaptado de (Walter Reed Biosystematic Unit). 
Este mosquito doméstico coloca  los grupos de huevecillos flotantes en depósitos 
de agua lluvia, reservas de diques, tanques, cisternas, tolerando aguas con alta 
contaminación orgánica (Rossi, Almirón. 2003).  
1.2 Importancia médica y veterinaria: el género Culex incluye a un número de 
vectores comprobados y potenciales de arbovirus tipo flavivirus (Vanlandingham et 
al, 2004, Zinser et al, 2004) y malaria aviar  (García.1976). Sherley et al. 2000, 
informan de la disminución de especies de aves endémicas por infección con 
Plasmodium relictum cuyo vector es Cx. quinquefasciatus, se encontraron 
asociados a criaderos de cerdos (Sus scrofa). Por otra parte Cx quinquefasciatus 
es considerada una plaga importante debido a su persistencia, a las altas 
densidades que alcanza y a las alergias que provoca (Sarmiento et al, 1999). A 
continuación se muestra un resumen de las principales enfermedades en las 
cuales Cx quinquefasciatus se encuentra implicado como vector comprobado o 
sospechoso: 
1.2.1 Filariosis. Son un conjunto de  enfermedades producidas por parásitos 
nemátodos del orden Spirurida,  familia Filariidea, los cuales habitan en los tejidos 
del hospedero en forma adulta y larvaria (microfilaria). Las microfilarias son 
ingeridas por los insectos vectores en el momento en el que se alimentan de 
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sangre. En el insecto sufren dos transformaciones hasta convertirse en larvas 
infectantes, que a su vez son transmitidas a otros hospederos a través de la 
picadura del vector. Clínicamente, las  filariosis  se clasifican en: patologías en la 
piel, patologías linfáticas y las apatógenas. La filariosis linfática es producida por 
tres nemátodos: Wuchereria bancrofti, Brugia malawi, Brugia timori. Este tipo de 
filariosis se encuentra entre las infecciones más graves producidas por helmintos 
en humanos, debido a que puede ocasionar profundas desfiguraciones. Según la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) se estima que una quinta parte de la 
población mundial vive en zonas de riesgo de infección con W. brancofti y B. 
malawi (Marquardt et al, 2000). W. brancrofti se encuentra distribuida en la 
mayoría  de las regiones tropicales (Centro y Sur América, Asia, África y áreas del 
pacífico) y en regiones subtropicales.  En muchas zonas del mundo este tipo de 
filariosis es endémica y su transmisión es atribuida a Cx quinquefasciatus. La alta 
fecundidad de esta especie de mosquito, junto al incremento de lugares 
urbanizados, pueden contribuir al crecimiento de las tasas de prevalencia de W. 
brancrofti  (Azevedo, Dobbin. 1952; Maciel et al, 1996). El hombre  es el único 
hospedero definitivo para Wuchereria bancrofti, ocasionándole diversos grados de 
patología dependiendo de la etapa infectiva. Durante el período agudo se ven 
afectados los ganglios linfáticos de los genitales y extremidades, acompañada de 
fiebre e intenso dolor; en la etapa crónica se presenta la elefantiasis de las 
extremidades. Estas parasitosis están distribuidas en la franja tropical del nuevo y 
viejo mundo y en conjunto infectan a cientos de millones de personas de áreas 
rurales y peri urbanas con condiciones económicas y sanitarias deficientes, lo que 
promueve la proliferación de vectores. En las Américas se estima que cerca de 9 
millones de personas están infectadas con W. bancrofti y aproximadamente 1 
millón están parasitadas con Oncocherca volvulus (Maquardt et al, 2000). 
 
1.2.2 Dirofilariosis. La dirofilariosis o enfermedad del “gusano del corazón” es 
causada por el parásito Dirofilaria immitis. El principal  hospedero es el perro 
doméstico. El hombre rara vez es infectado, aunque hay algunos informes de 
infección en primates. La dirofilariosis se considera una enfermedad de alta 
importancia en Norteamérica, Japón, Australia y algunas zonas del mediterráneo 
europeo (Marquardt et al, 2000). El agente causal es transmitido a través de la 
picadura  de mosquitos de los géneros Culex, Aedes y Anopheles.  Las larvas se 
desarrollan en el mosquito en los túbulos de Malphigi hasta el tercer estadio larval, 
migrando luego a las glándulas salivales.  
 
 1.2.3 Virus del Nilo Occidental. El Virus del Nilo Occidental (VNO), es un 
flavivirus neuropatógeno humano transmitido por mosquitos, algunas rutas alternas 
de transmisión son transplante de órganos y transfusiones. Algunos de los 
síntomas incluyen fiebre, meningitis, encefalitis y parálisis flácida. El virus del Nilo 
Occidental ingresó en el hemisferio occidental en 1999 y ha tenido  una 
distribución continental rápida en los Estados Unidos, Canadá y México. 
Naturalmente el virus circula entre mosquitos y aves aunque también puede 
infectar al ser humano y a equinos.  Las  aves migratorias constituyen el medio 
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más probable de diseminación geográfica. Los mosquitos del género Culex se 
consideran vectores primarios debido a sus hábitos ornitofílicos.  
 
1.2.4 Encefalitis de San Luis.  Los síntomas de la encefalitis de San Luis van 
desde fiebre y malestar general hasta fatiga extrema, desorientación, desequilibrio. 
El ciclo enzoótico del virus es ave-mosquito-ave. En este ciclo  los mosquitos del 
género  Culex  están implicados en su transmisión al ingerir sangre de aves 
infectadas. En Estados Unidos, Culex es el vector principal (Goodard et al, 2000). 
 
1.2.5 Encefalitis equina venezolana.  El virus causante de la Encefalitis Equina 
Venezolana pertenece a la familia Togaviridae. Este virus se desarrolla en  
humanos y equinos afectando las células del encéfalo. Los síntomas son: fiebre, 
diarrea, torpeza al caminar, somnolencia, dificultad al tragar y parálisis. El virus 
presenta dos ciclos de transmisión, uno enzoótico que involucra pequeños 
roedores y mosquitos y otro epizoótico con un amplio rango de distribución y 
aumento significativo de la morbilidad y mortalidad tanto en equinos como en 
humanos. El virus puede ser transportado por una variedad de especies de 
Emosquitos entre los cuales se encuentran Ochlerotatus taeniorynchus, 
Psorophora confinnis, Anopheles aquasalis, Mansonia sp. Aunque Cx 
quinquefasciatus no se ha incriminado como vector de este virus en los censos 
entomológicos, en zonas de epidemia se han encontrado altas densidades de esta 
especie de mosquito (Goddard et al, 2000). 
 
1.3 Identificación de fuente sanguínea:  
Un elemento importante de la competencia vectorial es la asociación en tiempo y 
espacio de los factores bióticos que entran en la triada epidemiológica de la 
transmisión de agentes patógenos por los insectos: el hospedero, el agente y el 
vector; por lo cual es necesario encontrar la fuente de alimento de los insectos 
hematófagos y una de las herramientas actuales que se usa es la amplificación de 
genes tanto mitocondriales o nucleares. 
1.3.1 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR): La PCR  se utiliza a menudo 
en aplicaciones forenses, detección de tejido animal, en alimento de rumiantes, 
para identificación de sangre de hospederos en insectos hematófagos. La PCR 
basada en la identificación de fuente de alimento de artrópodos brinda una 
alternativa conveniente para laboratorios que utilizan principalmente este tipo de 
técnicas basadas en ADN  y puede ser necesaria cuando el diseño del estudio 
requiere el uso de ADN obtenido a partir de un solo individuo, para múltiples 
propósitos como confirmación de especie y determinación del estatus de infección 
(Kent, Norris. 2005). 
La PCR facilita la amplificación de secuencias específicas mediante la selección 
adecuada de primers (Innes et al, 1990), o donde se requiere poca cantidad de 
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ADN haciendo posible obtener la secuencia incluso de muestras degradadas o de 
museo (Paabo. 2005).  El secuenciamiento es ideal cuando se estudian artrópodos 
zoofílicos  con el potencial para alimentarse de diferentes especies de animales 
domésticos y silvestres o si el rango de hospederos del artrópodo es 
completamente desconocido. En su mayoría los genes escogidos son 
mitocondriales, debido a que son de una copia, no recombinan   y son abundantes 
(Brown. 2005; Moritz.1987).  A continuación se mencionan resultados de estudios 
sobre fuente de alimento en insectos usando la técnica PCR. 
 
Al estudiar patrones de alimentación en Culex pipiens, se probó que esta especie, 
consumió sangre de 18 especies de aves, principalmente de Turdus  migratorious 
además de sangre de humanos  y mapaches, y  este comportamiento generalista 
favoreció su competencia vectorial con virus del Nilo del Oeste a humanos (Hamer. 
2008; Kent. 2009). 
En otro estudio con individuos de la familia Culicidae se recolectaron insectos 
hematófagos en 91 sitios diferentes en Connecticut (EUA). Donde 23 especies  de 
mosquitos distribuidas en seis géneros, fueron examinadas por PCR, y regiones 
del gen citocromo b del ADN  mitocondrial  fueron secuenciadas. Las especies 
Aedes communis, Anopheles barberi, Uranotaenia aspirina, se alimentaron de 
cuatro clases de vertebrados: aves, reptiles, anfibios, y mamíferos. Los géneros 
Aedes, Anopheles, Coquillettidia y Psorophora, fueron predominantemente 
mamofílicos y la alimentación en aves por parte de los  insectos soporta la idea de 
la transmisión de arbovirus en la zona (Molaei et al, 2008). 
También se ha reportado la alimentación de Cx quinquefasciatus  con sangre de 
perro, gato y aves a través de la amplificación de regiones del gen citocromo b 
(Molaei et al, 2007). En un estudio sobre patrones de alimentación de Cx 
quinquefasciatus  se encontró que prefiere alimentarse de sangre de humanos, 
(Kent, Norris 2005). 
Estos estudios aportan información sobre el efecto que tiene la preferencia 
alimenticia de un insecto hematófago en el aumento de transmisión de un 
patógeno, en un ambiente determinado. Por ejemplo Anopheles tiende a ser 
mamofílico, Aedes mamofílico y Culex generalista, lo cual promueve el 
mantenimiento de malaria humana en el caso de Anopheles,  virus como el del 
dengue y del Oeste del Nilo  para Aedes y Culex respectivamente. 
En nuestro país se encuentran en etapa de finalización dos estudios más para 
identificar fuente alimenticia en insectos utilizando la misma técnica; un trabajo 
utilizó High resolution melting (HRM) del gen citocromo b, en triatominos (Peña VH. 
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Sin publicar) y otro, adoptó una metodología molecular para identificar fuente de 
alimento en flebotomíneos del Caribe de Colombia (Paternina L.E. Sin publicar).  
1.4 ADN mitocondrial: el genoma nuclear y el mitocondrial son funcionalmente 
interdependientes (Grivell.1983). Tal vez por eso, la mayoría de las proteínas de 
genes mitocondriales son codificadas por genes nucleares. Tan solo 2 rRNAs, 20 a 
35 tRNAs y 13 proteínas del complejo mitocondrial involucrados en la cadena 
respiratoria y la síntesis de ATP, se conoce que son codificados por  ADN 
mitocondrial. Las subunidades restantes de aquellos complejos, son codificadas 
por genes en el núcleo. Todas las proteínas codificadas mitocondrialmente forman 
componentes de rutas metabólicas o complejos enzimáticos cuyos constituyentes 
restantes son codificados en el núcleo (Brown.1985). 
El ADN mitocondrial animal, es una pequeña molécula circular (15–20 Kb), 
compuesta por 37 genes que codifican para 22 tRNAs, 2 rRNAs y 13 mRNAs, 
estos últimos, codifican para proteínas involucradas en el transporte de electrones 
y fosforilación oxidativa de la mitocondria. La región control es la región no 
codificante primaria  y es la responsable de regular la transcripción de cadenas 
pesadas (H) y livianas (L) (Castro et al, 1998). 
Como marcador molecular, el ADN mitocondrial tiene sus ventajas porque 
evoluciona más rápido que el ADN nuclear (Brown. 1985; Castro et al, 1998), 
probablemente debido a su ineficiente reparación durante la replicación. Diferentes 
regiones del genoma mitocondrial evolucionan a diferentes tasas (Saccone et al, 
2010), permitiendo escoger regiones particulares para responder preguntas 
específicas, además es heredado por la madre bajo algunas excepciones. Se han 
hallado algunos casos de un cierto grado de filtración de ascendencia paterna en 
algunas especies de ratones, aves y en el hombre. No obstante, se cree que dicha 
filtración es muy pequeña en la mayoría de los animales, a excepción de ciertas 
especies de mejillones, que siguen un patrón de herencia biparental doble 
(Freeland. 2005). Estas características hacen que estas moléculas tengan una sola 
historia genealógica a través del linaje materno.  
1.5 Marcador molecular  Citocromo b (Cytb): El gen citocromo b, es uno de los 
citocromos involucrado en el transporte de electrones en la cadena respiratoria de 
la mitocondria. Contiene 8 hélices transmembranales conectadas por dominios 
intramembrana o  dominios extramembrana (Esposti et al, 1993). Este tipo de 
citocromo, solamente es codificado por ADN mitocondrial y es el gen más 
ampliamente usado para trabajos filogenéticos. Aunque  evoluciona lentamente en 
términos  de substituciones con no sinonimia, la tasa de evolución en posiciones 
silenciosas es relativamente rápida (Irwin et al, 1991). El amplio uso de este 
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marcador le ha conferido un estatus de patrón  universal en el sentido que los 
estudios realizados con él,  pueden ser fácilmente comparados.   
El gen mitocondrial más comúnmente usado para la identificación de fuentes de 
alimento es el Cytb. Este gen, expresa una proteína del complejo III del sistema de 
fosforilación oxidativa mitocondrial y es usado para resolver  relaciones evolutivas 
entre vertebrados (Hatefi.1985; Irwin et al, 1991). También sirve como blanco para 
un diagnóstico molecular de fuente de sangre. El gen citocromo b, es un marcador 
molecular útil debido en parte, al alto número de copias del ADN mitocondrial y a la 
suficiente variación genética de la secuencia primaria entre taxa de vertebrados lo 
cual permite una identificación confiable (Avise y Walker .1999). Con él, no solo se 
logra resolver grupos taxonómicos tales como órdenes y familias, sino también 
subpoblaciones dentro de un taxón específico (Steuber. 2005). Sin embargo, la co-
amplificación de pseudogenes nucleares de Cytb mitocondrial han sido reportados 
por (Kocher et al, 1989)  al estudiar el comportamiento alimenticio de moscas 
tsetsé, siendo un aspecto a tener en cuenta en el proceso de estandarización de la 
técnica porque puede conllevar al registro de resultados falso – positivos. En 
estudios de aves, el gen citocromo b, ha sido secuenciado más a menudo que 
todos los otros genes mitocondriales combinados; presumiblemente debido a la 
disponibilidad de primers universales para este gen (Mindell y Honeycutt.1998). A 
continuación se muestra la organización  del ADN mitocondrial  en aves 
específicamente Gallus gallus. El orden de los genes mostrados para esta especie, 
es compartido por  muchas aves (Sorenson et al, 1999).  
 
 
                                         Fuente: (Sorenson et al, 1999).  
Figura 2. Representación esquemática del ADN mitocondrial de Gallus gallus.  
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De esta manera una identificación precisa de hospederos vertebrados en insectos 
vectores de enfermedades, se logra escogiendo secuencias génicas que 
codifiquen para proteínas de transferencia de electrones (citocromos) acoplados a 
un subgrupo, por ejemplo, b (gen citocromo b) o del gen Citocromo Oxidasa I (COI) 
(Wolfgang et al, 2002).  
Así el uso de marcadores específicos  del gen Cytb para identificar fuente de 
alimento han mostrado que la mosca tsetse tiende a alimentarse de ganado y 
también de  búfalo africano (Syncerus caffer) (Torr et al, 2001). Secuencias 
específicas del gen Cytb también han sido utilizadas para identificar fuente de 
alimento de moscas negras (Simulium damnosum) y ninfas de garrapata (Ixodes 
ricinus) (Wolfgang et al, 2002). Por otra parte, ADN humano fue detectado en  
abdómenes de simúlidos luego de tres días de su ingestión. De acuerdo a esto no 
sorprende que el ADN de hospedero pueda ser detectado meses después de su 
ingestión por insectos hematófagos (Boakye et al, 1999).  
  
 
2  ÁREA DE ESTUDIO 
2.1 Centro Agropecuario Marengo (CAM – UNAL) e Instituto de Ciencias Naturales 
(ICN-UNAL) Universidad Nacional de Colombia Sede Bogotá. 
La fase de laboratorio se llevó a cabo en los grupos de investigación relación  
parásito-hospedero del departamento de Biología, facultad de Ciencias y en el 
laboratorio de entomología médica de la facultad de Medicina. La validación de 
los resultados se llevó a cabo en dos lugares: uno en el Centro Agropecuario 
Marengo (Figura 3), el cual  se encuentra ubicado a 4° 42” latitud Norte y 74° 14” 
longitud Oeste A 2600 m.s.n.m. en inmediaciones de la sabana de Bogotá, 
municipio de Mosquera (Cundinamarca) con una precipitación media anual de 
970 mm y temperatura promedio de 13 °C  (Chacón. 2001). En el CAM –UNAL se 
ha registrado la presencia de insectos del orden Díptera,  pertenecientes a las 
familias, Culicidae, Muscidae, Psychodidae y Ceratopogonidae. Cx. 
quinquefasciatus es la especie hematófaga que predomina (Quintero. 2004). 
Entre los vertebrados del lugar se encuentran aves de corral, ganado vacuno, 
equinos, cerdos y humano. El otro lugar de recolección de Culex 
quinquefasciatus, fue un sitio de reposo hallado en el Instituto de Ciencias 
Naturales de la UNAL,  ubicada a 4°38′16″N 74°5′2″W, a 2.600 m.sn.m. (Figura 
4). 
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         Fotos: Ligia Inés Moncada Álvarez 
         Figura 3. Vista del Centro Agropecuario Marengo y criadero de Cx 
 
          Fotos: Grupo hemoparásitos aviares. Biología 
          Figura 4. Áreas de muestreo de aves en la UNAL-Bogotá
  
 
3 MATERIALES Y MÉTODOS 
La metodología comprendió tres fases, las cuales a su vez, constaron de varias 
etapas. 
3.1 Mantenimiento de la colonia de Cx quinquefasciatus  
La colonia de Cx quinquefasciatus mantenida en el laboratorio de Entomología 
Médica proviene del Instituto Nacional de Salud. Fue mantenida en el laboratorio 
en un rango de humedad relativa entre 53 - 60 % y la temperatura se encontró en 
un rango de 21 a 23ºC. A continuación se muestran las condiciones en las que se 
desarrolló su ciclo biológico en laboratorio: 
Se realizó limpieza de la colonia la cual consistió en trasladar pupas a frascos de 
emergencia dentro de una jaula donde reposan mosquitos adultos: machos y 
hembras. Se quitaron residuos sólidos de las bandejas con agua donde las 
formas inmaduras se desarrollan. Se adicionó agua reposada y alimento 
granulado (conejina) 
A los adultos se les  colocó un algodón humedecido con agua azucarada y las 
hembras se alimentaron con sangre de ratones adultos exocríados línea ICR 
provenientes del bioterio de la Universidad Nacional. 
Las hembras tardaron cerca de 6 a 7 días en ovipositar y los huevos agrupados 
en balsas fueron llevados antes de la emergencia de larvas, a bandejas con agua 
reposada donde se les proporcionó alimento granulado.  
3.2 Primera fase. Estandarización en laboratorio de la amplificación de una 
región del gen Cytb  por PCR, en vertebrados. 
3.2.1 Controles de experimentación: se utilizaron controles de experimentación 
para tener fidelidad en la interpretación y  reproducibilidad de los resultados. 
 Controles positivos: se obtuvieron controles positivos en laboratorio, 
suministrando una fuente de alimento  conocida  a  hembras de Culex 
quinquefasciatus de colonia; estas fuentes de alimento fueron Mus musculus y 
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Gallus gallus. El ADN fue extraído  por el método FCAI y método Zymo®, con 
el fin de comparar las observaciones registradas entre los dos métodos. 
También se utilizó un control positivo adicional con ADN proveniente de 
sangre de vertebrados almacenada en laboratorio la cual no fue ingerida por 
mosquitos. 
 Controles negativos: Estos controles se obtuvieron a partir de hembras de 
Culex quinquefasciatus de colonia que emergieron y  se alimentaron tan solo  
con agua azucarada por lo que no hubo amplificación de ninguna región del 
gen Cytb para vertebrados; solo amplificó el control interno usado para 
insectos y el ADN fue extraído por el método FCAI y kit Zymo® según fue el 
caso.  
 Control de reacción: El control de reacción tenía todos los componentes de 
mezcla de reacción para la PCR, excepto el ADN molde; lo cual permitió 
observar la pureza de los reactivos manipulados en cada sesión. 
 Control interno: Debido a que en las muestras hubo mezcla de ADN del 
mosquito hembra y de la fuente de alimento, se amplificó una región del gen 
COI en las muestras procesadas con primers específicos para insectos.  De 
esta forma fue posible garantizar la idoneidad de la muestra en el caso que no 
amplificara ADN de la fuente de alimento en controles o en muestras de 
campo, y  también para descartar ineficiencia del método de extracción.  
 
3.2.2 Extracción de ADN: La metodología usada para procesar cada mosquito 
hembra  se muestra en la figura 5. El abdomen del mosquito fue separado del 
resto del cuerpo, sumergido durante 15 minutos, en agua destilada para ablandar 
la estructura y facilitar su procesamiento. Luego se puso en contacto con buffer 
de lisis, proteinasa k y RNAsa. Esta metodología se aplicó en todas las muestras 
procesadas. 
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           Fuente: el autor 
           Figura 5. Resumen del procesamiento del abdomen de mosquitos 
A continuación se muestran los protocolos usados para los métodos de extracción 
de ADN. 
 Protocolo establecido por la marca comercial  Kit Zymo® 
1. Macerar el abdomen con 750 µL de solución de lisis 
2. Transferir la mezcla a un tubo ZR Bashing bead 
3. Dar vortex a la muestra 
4. Centrifugar a 10.000 r.p.m por un minuto 
5. Transferir 400 µL de sobrenadante a un tubo IV Spin filter en un tubo colector 
y centrifugar a 7.000 r.p.m. /1 minuto 
6. Adicionar 1,200 µL de buffer de lisis genómico a el filtrado  y mezclar 
7. Transferir 800 µL de la mezcla obtenida en el paso 6 a un tubo de columna IC 
y centrifugar a 10.000 r.p.m por un minuto 
8. Descartar el filtrado y repetir paso anterior 
9. Adicionar 200 µL de Buffer de prelavado al tubo de columna IC en un nuevo 
tubo colector.  Centrifugar a 10.000 r.p.m por un minuto 
10. Adicionar 500 µL de Buffer de lavado g-ADN y Centrifugar a 10.000 r.p.m por 
un minuto 
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11. Transferir el tubo de columna IC a un tubo eppendorf de 1.5 ml y adicionar 20 
µL de de Buffer de elución de ADN directamente a la matriz de la columna. 
Centrifugar a 10.000 r.p.m por 30 segundos. 
 
 Protocolo Fenol Cloroformo Alcohol Isoamílico (FCAI)  
1. Macerar el abdomen del mosquito hembra con 300 µL de buffer de lisis  
2. Adicionar 10 µL de Proteinasa K (10 mg/ml) 
3. Incubar toda la noche a 56º C. 
4. Adicionar 3 µL de RNAsa e incubar 30 minutos a 37ºC 
5. Dejar reposar a temperatura ambiente 
6. Adicionar Fenol Cloroformo Alcohol Isoamílico (FCAI) volumen a volumen. 
7. Mezclar por inversión durante 10 minutos 
8. Centrifugar a 14.000 r.p.m. por 5 minutos 
9. Transferir sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo y adicionar Cloroforomo 
Alcohol Isoamílico (CAI) volumen a volumen.  
10. Mezclar por inversión durante 10 minutos 
11. Centrifugar a 14.000 r.p.m. durante 5 minutos 
12. Transferir sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo y adicionar el 10% del 
volumen total en Acetato de Potasio, y el doble del volumen de Etanol 
absoluto frío  
13. Dejar en cama de hielo por 20 minutos 
14. Centrifugar a 14.000 r.p.m por 10 minutos 
15. Descartar sobrenadante 
16. Adicionar 300 µL de etanol al 70% 
17. Descartar el etanol y dejar secar el pellet 
18. Adicionar 20 µL de Tris EDTA (TE) 
3.2.3 Cuantificación de las muestras procesadas: la cuantificación de las 
muestras se realizó a través de Nanodrop. Para conocer la concentración en 
nanogramos (ng) por microlitro (µL) de la muestra, se requirió tan solo de un 
microlitro de la misma. 
 
    3.3 Variaciones en condiciones de mezcla 
Para amplificar  regiones del gen Cytb  de vertebrados, mamíferos,  aves, y COI 
de insectos, se utilizaron inicialmente las condiciones de mezcla establecidas en 
el laboratorio, como se registra en  la tabla 2. Las condiciones de amplificación 
manejadas  fueron las publicadas  por los diseñadores de los primers.  A  un tipo 
de mezcla  solo se le debe adicionar un volumen determinado de primers y agua, 
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denominada master mix (mm). En el otro tipo de mezcla llamada en este trabajo, 
mezcla convencional (conv) se adiciona componente por componente al tubo. 
               Tabla  2. Condiciones de mezcla generales. 
COMPONENTES CONCENTRACIÓN VOLUMEN (µL) 
Buffer 1 x 2,5 
MgCl
2
 2,5 mM 1,25 
dNTPs 
2mM (Master Mix) 
0,2 mM (Mezcla conv) 
2,5 
0,25 
Primers 1 µM (0,5 µL) 1,25 
ADN 0,1ng  a 1 µg 1 
Taq ADN pol 2,5 U 0,3125 
Agua 
 
2,4375 (mm) 
5 (Conv) 
Volumen final 
12,5 MM µl 
12,5625  Conv µl 
12,5 MM µl 
12,5625  Conv µl 
                    mm: master mix; conv: mezcla convencional 
3.4 Utilización de primers para vertebrados, mamíferos, aves  e insectos 
 Primers para vertebrados: los primers de vertebrados fueron diseñados por 
(Kocher et al, 1989). Estos primers se encuentran denotados en la literatura  
como L14841 y H15149 los cuales amplifican una región el gen Cytb con un 
peso en pares de bases de 358 pb, como se muestra en la figura 6. 
 
                 Fuente: el autor 
 Figura 6. Esquematización de la región de Cytb amplificada para vertebrados  
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 Primers para mamíferos: los primers que amplifican una región de Cytb  de 
mamíferos fueron diseñados por (Molaei et al, 2006), fueron denotados como 
M63 y M64.Con este set de primers se obtuvo un producto de amplificación de 
770 pb (Figura 7). 
 
              Fuente: el autor 
      Figura 7. Esquematización de la región de Cytb  amplificada para mamíferos 
 Primers para aves: los primers para aves fueron diseñados por el Biólogo 
Fredy Alexander Colorado integrante del grupo. Se denotaron como Reverse 
UN (RUN) y Forward UN (FUN), amplifican una región de 637 pb del gen Cytb 
(Figura 8).  
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            Fuente: el autor 
          Figura 8. Esquematización de la región de Cytb amplificada para aves. 
 Primers para insecto: (Dallas et al, 2003), diseñaron los primers para 
insectos, con ellos, se amplificó una región del gen COI de 600 pb, la cual fue 
usada como control interno (Figura 9). 
 
                   Fuente: el autor 
                      Figura 9. Esquematización de la región COI amplificada para insectos 
    3.5 Diseño primers específicos para aves: Debido a que en el diseño de 
primers específicos para aves, propuestos por (Molaei et al, 2006),  la secuencia 
de Gallus gallus no fue incluida.  Se diseñaron unos primers específicos para 
amplificar una región del gen Cytb a partir de  especies de aves silvestres 
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muestreadas a lo largo de varios años por el grupo de investigación y se incluyó 
la secuencia de Gallus gallus (Tabla 3). 
              Tabla 3. Aves escogidas para el diseño de primers  
Especies de aves muestreadas en el grupo con 
secuencia reportada en Gen Bank 
Dendrocygna viduata 
Phoenicopterus ruber 
Buteo magnirostris 
Geranoaetus melanoleucus 
Polyborus plancus 
Vultur gryphus 
Ortalis motmot 
Pauxi pauxi 
Penelope purpuracens 
Gallus gallus 
Campephilus melanolecus 
Petroglossus castanotis 
Amazona aestiva 
Amazona amzonica 
Amazona autimnalis 
Amazona ochrocephala 
Amazona farinosa 
Ara ararauna 
Ara chloroptera 
Ara severa 
Ara macao 
Brotogeris versicolorus 
Deroptyus accipitrinus 
Pionus chalcopterus 
Pionus menstruus 
Buho virginianus 
Tyto alba 
Turdus fuscater 
 
De una base de datos con 39 especies de aves muestreadas en Chingaza y el 
Otún, 28 tenían registro de secuencias del gen Cytb en el Gen Bank. Solo 
aquéllas registradas en esta base de datos,  fueron incluidas junto con la de 
Gallus gallus para diseñar un set de primers a partir de una secuencia consenso.  
Se obtuvieron las secuencias de citocromo b disponibles en el GenBank, tanto 
parciales como totales y se alinearon por medio del programa BioEdit sequence 
Alignment Editor. Considerando la ausencia de algunos bloques totalmente 
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conservados al interior de los templetes se optó por diseñar primer degenerados 
de forma manual, para esto se evaluaron y ponderaron principalmente los 
siguientes parámetros al interior de bloques relativamente conservados: 
 Cambios en la última posición del codón 
 Preferiblemente cambios en codones donde las posibilidades de mutaciones 
fueran menores, por ejemplo, codones posibles para leucina (leu)=4, mientras 
que codones posibles para Histidina (His)=2 opciones, preferiblemente casos 
como este último (ver código genético)   
 Longitud de primers entre 20 y 25pb. 
 % de C-G alrededor de 50% 
 Que el extremo 5´ tuviera buena complementariedad, esto representado en el 
hecho de poseer al menos una G o C y evitando degenerar las primeras tres 
bases en este extremo, con respecto al extremo 3´  fue menos restrictivo en 
este parámetro pero en lo posible se buscó complementariedad. 
 Se evitaron repeticiones de más de dos bases seguidas (AAA, GGG, CCC, 
TTT…)   
 La degeneración solo se realizó cuando la otra base se encontraba en más de 
3 secuencias.  
 Posibilidad de obtener un amplicón relativamente grande (facilidad de 
evaluarlo en gel) 
Se diseñaron dos posibilidades para primer forward y para primer reverse; en 
ambos casos, la opción A fue la más robusta considerando los parámetros 
descritos antes por tal motivo, fue la escogida para el diseño de primers para 
aves, como se muestra en la tabla 4. 
  Tabla 4.  Opción  escogida de primers forward y reverse para aves 
Primers Forward Primers Reverse 
GGC TGA CTH ATC CGN AAC CTH CAY G 
85-109 pb 
 
GCH GCH AGH GCT  AGH ACH CCH CCN A 
7 22-746 pb 
 
 
3.6 Segunda fase. Estandarización con fuente de alimento conocida: con 
base en los parámetros estandarizados, se realizaron alimentaciones controladas 
en el laboratorio, a partir de  fuentes de alimento conocidas,  seis con Mus 
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musculus y cuatro con Gallus gallus (Figura 10). Para ello, se requirió tener un 
número aproximado de 25 hembras de Cx quinquefasciatus de colonia, en ayuno, 
con cerca de 6 días de longevidad. La fuente de alimento fue anestesiada con 
Xilazina 20 mg/ml y/o ketamina 100 mg/ml según fue el caso, de acuerdo al dato 
arrojado por el calculador de dosis  basado en el peso promedio del animal 
(ANEXO 1).  Luego de realizado el procedimiento, el animal fue sacrificado 
aplicando intraperitonealmente Euthanex 390 mg/ml siguiendo los 
condicionamientos exigidos por el comité de bioética de Medicina Veterinaria para 
el tratamiento de animales de experimentación.  
Al finalizar la alimentación se agruparon solo aquellas hembras que hubieran 
alcanzado una distensión abdominal total. Se escogió una hembra al azar la cual 
sirvió como control positivo para la prueba. Posteriormente cada 24 horas una 
hembra alimentada fue escogida al azar y sacrificada a 4ºC, hasta agotar el 
material biológico. Los especímenes fueron etiquetados y almacenados en tubos 
eppendorf a -20ºC, para someterlos a procesos de extracción de ADN, PCR y 
secuenciamiento con los primers para vertebrados, grupo específicos y de control 
interno para insectos.  
 
           Figura 10. Fuentes de alimento ofrecidas a Cx quinquefasciatus de colonia 
3.7 Tercera fase: Validación de los parámetros estandarizados en mosquitos 
de campo: los mosquitos fueron capturados con aspirador bucal en galpones, 
porquerizas y domicilio del Centro Agropecuario Marengo. En este lugar se 
encontraron condiciones idóneas para el desarrollo de la especie Cx 
quinquefasciatus, sitios de cría y amplia oferta alimenticia para ellos, como Gallus 
gallus, Sus scrofa, Bos taurus y Homo sapiens especialmente. De igual forma se 
capturaron mosquitos en un sitio de reposo ubicado en el ICN-UNAL. Se 
observaron al igual que en laboratorio diferentes grados de distensión abdominal, 
lo cual fue tenido en cuenta en el momento de procesar la muestra. Luego de su 
recolección los mosquitos fueron transportados en una jaula entomológica hasta 
el laboratorio de Entomología Médica de la Universidad Nacional de Colombia y 
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se sacrificaron a 4ºC; posteriormente fueron almacenados en tubos eppendorf de 
1.5 ml  a -20°C, para ser procesados.  
3.7.1 Identificación taxonómica de los mosquitos capturados: se aseguró que 
la especie de mosquito utilizada para este estudio fuera Cx  quinquefasciatus 
tanto por taxonomía tradicional como por secuenciamiento de una región del gen 
citocromo oxidasa I (COI) con los primers descritos por (Dallas et al, 2003).  
Para realizar la identificación taxonómica tradicional  se extrajo la genitalia de 
machos tanto de  colonia, como del Centro Agropecuario Marengo y de la 
Universidad Nacional de Colombia (ANEXO D). De acuerdo a lo establecido por 
(Forattini. 1965), para determinar taxonómicamente a una especie del género 
Culex a través de las genitalias de machos, se debe tener en cuenta la relación 
de la distancia en micras de  brazos dorsales  (bd: D) y distancia dorso- ventral 
(DV) del mesosoma de Cx quinquefasciatus. Se realizó el montaje e identificación 
de estructuras conspicuas como se enuncia en el protocolo registrado a 
continuación: 
Los insectos fueron mantenidos a 4ºC por 30 minutos para ser sacrificados 
1. A los machos seleccionados se les realizó corte del último tergito abdominal. 
La parte terminal del abdomen se puso en contacto con KOH al 10%, durante 
12 horas 
2. Se lavó la estructura tres veces con agua destilada para quitar los restos de la 
base. 
3. Luego se tiñó con Fuscina ácida por 10 minutos  
4. Se realizaron lavados con etanol al 70%, al 80% y al 90% 
5. Se agregó 1 gota de Kreosota 
6. Luego se añadió a la estructura limpia Copal Fenol 
7. Por último se realizó el montaje de la estructura con Bálsamo de Canadá 
3.8 Secuenciamiento del ADN de muestras de insectos capturados en el 
CAM-UNAL  y en la UNAL: Productos de PCR en un volumen de 20 µl y una 
concentración de muestra de aproximadamente 50 ng por µL  y de primer H15 
para vertebrados de 10 picomoles, fueron analizados por el secuenciador 
automático 3730XL (Macrogen Inc Korea).   
3.9 Análisis estadístico: A través del programa STATISTIC los datos de 
métodos de extracción de ADN y alimentaciones controladas fueron analizados 
mediante la prueba de Shapiro-Wilk para normalidad, debido a que los datos no 
mostraron una distribución normal se les aplicó  pruebas no paramétricas como 
Kruskal- Wallis (K-W).  
  
 
4 RESULTADOS 
4.1 Mantenimiento de la colonia de Cx quinquefasciatus  
Los mosquitos lograron completar su ciclo biológico  en 14 - 16 días, bajo 
condiciones de temperatura promedio de 16°C  y  HR: 60%. El ciclo gonotrófico en 
las hembras fue en promedio de 6 días y la longevidad correspondió con lo 
establecido por (Cortés J. 2004), a un promedio de 43,5 días. 
4.2 Primera fase. Estandarización en laboratorio de la amplificación de una 
región del gen Cytb  en vertebrados 
4.2.1 Extracción de ADN: al inicio del estudio se evaluaron  tres métodos de 
extracción manejados en el laboratorio. El ensayo consistió en procesar 45 
abdómenes de mosquitos hembra de colonia, alimentadas con sangre de Gallus 
gallus con distensión abdominal total, con un número de 15 abdómenes a 
procesar por método de extracción. Los métodos usados fueron 2 kits: Wizard® y 
Zymo® y  el método Fenol Cloroformo Alcohol Isoamílico (FCAI). Los resultados 
se muestran en la figura 11. 
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Figura 11. Amplificación de una región del gen Cyt b en Gallus gallus fuente de 
alimento de Cx quinquefasciatus,  con los tres métodos de extracción probados 
en laboratorio. 
Para comparar el rendimiento de las pruebas se hizo un análisis con el método 
no paramétrico Kruskal-Wallis, porque los datos no tuvieron una distribución 
normal; en este caso, la variable dependiente fue la concentración en 
nanogramos y se manejaron tres tipos de categorías que correspondieron a los 
métodos de extracción probados (ANEXO 2).   
El valor Kruskal-Wallis (K-W) y el valor p, permitieron concluir que hubo diferencias 
significativas entre los métodos y la cantidad de nanogramos que se extrajo de 
cada muestra o abdomen de mosquito hembra. Al enfrentar la concentración en ng 
con los tres métodos, por diagrama de cajas, se encontró que los resultados en los 
métodos no se sobrelapan,  y se concluye que con el método 2 es decir FCAI se 
obtiene mayor cantidad de ng de ADN en un microlitro, seguido por el método 1 
que es el kit Wizard®. Pero el método tres que fue kit Zymo®, tuvo un rango de  
concentración  más homogéneo comparado con los otros dos métodos.  
 
1 MPM 100 pb; 2 Control de reacción (CR); 3 Control 
negativo (CN); 4 Control positivo Gallus gallus; 5 muestra 
kit Wizard® (1 abdomen: 26,6 ng/µL); 6 muestra FCAI (1 
abdomen: 63,8 ng/µL; 7  muestra kit Zymo® (1 abdomen: 
12,2 ng/µL). Gel de agarosa al 2%. 
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4.2.2 Variaciones en condiciones de mezcla  
-Set de primers Kocher et al, 1989 para amplificar regiones del gen  Cytb de 
vertebrados: Este par de primers fue usado en todas las etapas metodológicas. Al 
probarlos con las condiciones de mezcla manejadas en el laboratorio fue 
necesario realizar modificaciones en la concentración de dNTPs porque se 
presentó inhibición por sustrato (Tabla 5).  
Para el tipo de mezcla denominada master mix (mm), se observó el producto de 
amplificación esperado en controles positivos y negativos. Entre tanto, al realizar 
la mezcla convencional no fue posible amplificar región del gen Cytb. Por lo que se 
realizaron ensayos donde se aumentó la concentración de Taq ADN polimerasa 
de 0,3 µL a 0,5, 0,625 y 1 µl adicionando a cada una de estas concentraciones 
volúmenes diferentes de muestra procesada, siendo estas 2 y 1 µL, pero tampoco 
amplificó ninguna muestra.   
Por último se realizó un ensayo modificando las concentraciones de MgCl2   y 
dNTPs, para descartar que hubiera inhibición por falta de una mayor 
concentración del cofactor o por una mayor concentración de sustrato. Se 
trabajaron dos concentraciones de MgCl2  2,5 mM y otra a 3,0 mM,  con 
variaciones en la concentración de dNTPs de 1 mM, 0,5 mM y 0,2 mM 
respectivamente. A través de electroforesis se visualizó el producto de 
amplificación  correspondiente al set de primers para vertebrados,  por lo que se 
concluyó que hubo una inhibición por sustrato. El rango óptimo de  concentración 
para este componente en mezcla convencional estuvo entre 1,0 y 0,2 mM, donde 
la última concentración de dNTPs, fue la utilizada. 
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Tabla 5. Condiciones de mezcla para primers de vertebrados (Kocher et al, 1989). 
Datos registrados por autores                        Datos modificados                                                                                                  
             Componentes Concentración Componentes                Concentración 
Tris (pH 8.8) 67 mM Buffer 1 x 
MgSO4 6,7 mM MgCl2 2,5 mM 
(NH4)2 SO4 16,6 mM   
2-Mercaptoetanol 10 mM 
  
dNTPs 1 mM dNTPs 2mM (mm)/0,2 mM (conv) 
Primers 1 µM Primers 1 µM 
ADN genómico 10 – 100 ng ADN 1µl ( 0,1 ng) 
Taq ADN pol 2 – 5 U Taq ADN pol 5 U 
Volumen final 100 µL 
Volumen 
final 
12,5 mm µl / 12,5625 conv µl 
mm: master mix; conv: mezcla convencional 
 Sets de primers para mamíferos y aves: las condiciones de mezcla para 
primers grupo específicos, fueron las mismas tanto en mezcla tipo master mix 
(mm), como mezcla convencional (conv). El factor limitante con ellos fue la 
concentración de ADN, por lo que hubo que aumentarla tal como se muestra 
en la tabla 6.     
Tabla 6. Condiciones de mezcla para primers de mamíferos y aves. 
Registro autor primers Registro muestras estudio 
Componente Concentración Componente Concentración 
Buffer 10 x Buffer 1 x 
MgCl2 15 mM MgCl2 2,5 mM 
dNTPs 10 mM dNTPs 
2mM (mm) 
0,2 mM (conv) 
Primers 0,1 – 0,5  µM Primers 1 µM 
ADN genómico 3µl ADN 2 µL  
Taq ADN pol 1,25 U Taq ADN pol 5 U 
 50 µL 
Volumen final 
12,5 MM µl 
12,5625 Conv 
µl 
        mm: master mix; conv: mezcla convencional 
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-Set de primers para insectos: con las condiciones de mezcla establecidas tanto 
por mezcla tipo master mix (mm) como por mezcla convencional (conv), se logró 
amplificar una región del gen COI para insectos.  
El perfil térmico aplicado para todos los sets de primers,  fue el registrado por los 
autores que los diseñaron (ANEXO 3), excepto para el caso de los primers de 
aves los cuales fueron amplificados bajo el perfil térmico registrado por (Molaei et 
al, 2006), con un sútil aumento en el tiempo de alineamiento de 30 segundos a 1 
minuto. 
-Diseño de primers  para aves muestreadas en el grupo de investigación: 
Para verificar que los primers diseñados fueran específicos de clase se probaron 
en muestras de mamífero donde ninguna muestra amplificó. Tal como lo reporta 
(Kent. 2009). Estos autores afirman, que los primers grupo específicos diseñados 
para aves por (Cicero. 2001), amplifican ADN de mamífero y los diseñados por  
(Cupp et al, 2004) para reptiles y anfibios, amplifican ADN tanto de aves como de 
mamíferos.También se probaron muestras de aves pertenecientes a diversos 
órdenes y familias entre ellas se encuentran: Buteo magnirostris (Giem 07-123), 
Dendrocygna viduata (Giem 07-0075), Sarcoramphus papa (Giem 07-0122), Crax 
doubentori (Giem 07-0078), Phoenicopterus ruber (07-0118), Brotogeris 
versicolorus (Giem 07-0020). Todas las muestras amplificaron, excepto la 
proveniente de Brotogeris versicolorus, tal vez debido a  su baja concentración de 
ADN. 
4.3 Segunda fase. Estandarización con fuente de alimento conocida. A 
continuación se muestra en la tabla 7, los ejemplares de Cx quinquefasciatus 
utilizados en alimentaciones con fuente de alimento conocida. 
Tabla 7. Registro del número de hembras alimentadas de Cx quinquefasciatus con 
Mus musculus y Gallus gallus en laboratorio. 
Alimentaciones con Mus musculus Alimentaciones con Gallus gallus 
Número 
ensayo 
Número de 
hembras/monitoreo 
Primera 
ovipostura 
Grupo de 
hembras 
Número 
ensayo 
Número de 
hembras/monitoreo 
Primera 
ovipostura 
Grupo de 
hembras 
1 8 6 1 13 8 
2 11 7 2 10 7 
3 15 6 3 8 6 
4 7 8 4 12 6 
5 7 5 
   
6 7 6 
   
 
55 
  
43 
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El tiempo máximo de observación fue de 12 días. Con una concentración mínima 
de ADN extraída del abdomen de mosquitos de 0,1 ng/µL (la cual no se registra en 
los geles mostrados) y de 1,23 ng/µL con los primers específicos para mamíferos 
(Figura 12 y 13 respectivamente). 
 
Figura 12.  Amplificación de ADN de Mus musculus fuente de alimento de Cx 
quinquefasciatus con primers para vertebrados. 
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Figura 13. Amplificación de ADN de Mus musculus fuente de alimento de Cx 
quinquefasciatus, con primers para  mamíferos. 
Para Gallus gallus, el tiempo máximo en el que se logró amplificar una región del 
gen Cytb de fue 11 días (264 horas), con una concentración mínima de ADN 
extraída del abdomen de mosquitos de 1 ng/ µL  y una concentración mínima de 
ADN extraída  de 0,32 ng/µL, con los primers específicos para aves, Figura 14. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
700 pb 
500 pb 
24 h 
    1   2  3   4   5  6   7   8   9 10 
1. MPM 100 pb; 2. Control de reacción 
(CR); 3. Control negativo (CN); 4. vacío 5. 
♀ Cx 6. 24 h; 7. 48 h; 8. 72 h; 9. 96 h; 10. 
120 h. 
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Figura 14. Amplificación de ADN de Gallus gallus, fuente de alimento de Cx 
quinquefasciatus, con primers para vertebrados (izquierda) y primers para aves 
(derecha).  
Los resultados registrados en las alimentaciones controladas fueron analizados 
estadísticamente, para ello se omitió la información luego de las 240 h porque el 
número de hembras alimentadas no siempre estuvo disponible después de este 
período de tiempo. Se realizó un análisis de varianza para las variables fuente de 
alimento, tiempo de digestión de la sangre y método de extracción; con este 
análisis se probó que  para la variable tiempo, no hubo diferencias significativas 
con un p: 0,15. Cuando se enfrentaron las variables fuente de alimento, tiempo de 
digestión de la sangre y concentración en nanogramos (ng), se observó que la 
disminución en la concentración de sangre en ng fue paulatina y constante en Mus 
musculus. Entre tanto, para Gallus gallus fue más abrupta la tendencia de 
digestión de la sangre; lo que concuerda con los datos de concentración de ADN 
registrados con los primers grupos específicos (ANEXO 2). 
4.4 Tercera fase. Validación de los parámetros estandarizados con 
mosquitos de campo. El método de captura utilizado fue aspirador bucal. Se 
recolectaron hembras de Cx en sitios de reposo en galpones, porquerizas y en 
casa de estudiantes del CAM-UNAL, (Figura 15) igualmente en el campus 
universitario 
Ensayos controlados . Amplificación de ADN de Gallus gallus, fuente de alimento de 
Cx quinquefasciatus. Primers para vertebrados y aves. 
1      2     3   4    5    6    7     8     9     10    11   1 2   13    14    15   16   1     2   3    4    5     6   7    8    9   10   11 
400 pb 
300 pb 
700 
pb 
1. MPM 100 pb; 2. Control de reacción 
(CR); 3. Control negativo (CN); 4. 
Control positivo sangre; 5. ♀ Cx  6. 24 
h; 7. 48 h; 8. 72 h; 9. 96 h; 10. 120 h; 
11. 144 h; 12. 168 h; 13. 192 h; 14. 216 
h; 15. 240 h; 16. 264 h. 
             240 h 
1. MPM 100 pb; 2. 
Control de reacción (CR); 
3.Control positivo sangre 
4. ♀ Cx ; 5. 24 h; 6. 48 h 
         48 h 
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   Figura 15. Captura de mosquitos en reposo  en el CAM-UNAL. 
4.4.1 Identificación taxonómica de los mosquitos capturados: las 
proporciones del mesosoma en Cx quinquefasciatus indicadas por (Forattini. 1965) 
concordaron, con lo hallado para los mosquitos capturados en el CAM-UNAL  y el 
campus universitario. Donde a partir de la genitalia de los machos se realizó el 
registro de la relación DV/D en el mesosoma, la cual fue mayor a 0,5 micras. 
Siendo DV: la media de las distancias entre las extremidades de los brazos 
dorsales y ventrales del mesosoma y D: la distancia entre las extremidades de los 
brazos dorsales del mesosoma (ANEXO 4). También se recurrió al 
secuenciamiento para constatar la especie de mosquito de campo y el resultado 
fue igual  al arrojado por taxonomía tradicional. La especie de mosquito 
recolectada en el CAM –UNAL  y el campus universitario, fue Cx quinquefasciatus. 
4.4.2 Amplificación del ADN de fuentes de alimento para  mosquitos Cx 
quinquefasciatus de campo. Al aplicar la metodología estandarizada en 
laboratorio para los mosquitos de campo, se logró reproducir los resultados 
registrados en las dos primeras fases, al amplificar regiones del gen Cytb con los 
tres sets de primers probados. 
 
 
 
 
PORQUERIZAS 
GALPONES 
DOMICILIO 
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De los cuatro sitios de reposo donde se recolectaron mosquitos Cx 
quinquefasciatus, se procesaron 20 individuos por sitio, la amplificación de una 
región del gen Cytb, para vertebrados se muestran en la figura 16, donde la banda 
de menor peso molecular en pb corresponde a la región amplificada para 
vertebrados (358 pb) y la banda con mayor peso molecular 600 pb, corresponde al 
control interno. Cabe resaltar que los resultados se muestran así para confirmar la 
mezcla de ADN del insecto y de la fuente de alimento, no se realizó PCR en forma 
simultánea. 
 
Figura 16.  Amplificación  de una región del gen Cytb  (358 pb), en vertebrados 
Todas las muestras procesadas se amplificaron también con los primers grupo 
específicos. En las figuras 17 y 18 se registran algunas muestras manejadas con 
primers de mamíferos y aves respectivamente, en este último gel no se incluyó el 
control interno puesto que los productos de amplificación tienen un número 
parecido de pares de bases (pb). En el ANEXO 6, se muestran el corrido 
electroforético de las muestras purificadas listas para secuenciamiento.  
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Figura 17.  Amplificación  región gen Cytb para muestras de diferentes áreas con 
primers para mamíferos. 
 
Figura 18. Amplificación  región gen Cytb para muestras  de galpón con primers 
para  aves. 
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De acuerdo a los resultados hallados por secuenciamiento al amplificar una región 
del gen Cytb en vertebrados, el hábito alimenticio de Cx  quinquefasciatus en 
Marengo se resume en la figura 19: 
 
Figura 19. Distribución porcentual de las fuentes de alimento registradas para Cx 
quinquefasciatus en Marengo de acuerdo a secuencias del gen Cytb. 
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            Figura 20.Distribución porcentual de las fuentes de alimento para Cx en el 
Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional según 
secuencias del gen Cytb. 
Con el fin de tener un estimativo de la tendencia a alimentarse sobre  aves o 
mamíferos para Cx quinquefasciatus se registró el índice de ornitofilia y mamofília 
en las muestras de campo de Marengo y de la UNAL secuenciadas (ANEXO 5), 
basados en la siguiente fórmula: 
Índice de hábito alimenticio por clase: No de ♀ detección sangre *100/No total 
de ♀-♀ detección de sangre. (Tabla 8). 
Tabla 8. Porcentajes de hábitos alimenticios por clase de vertebrado de acuerdo a 
secuencias del gen Cytb para vertebrados. 
  Clase  % 
  Ornitofília 88 
Marengo mamofília 81 
  reptiles 2 
UNAL Ornitofíl ia 100 
 
Índice de hábito alimenticio MARENGO: 
Ornitofília: 22/47-22*100: 88%; Mamofília: 21/47-21: 80,76: 81%; Reptiles: 1/47-1: 2,17% 
Índice de ornitofilia en la UNAL: 100%  
4.4.3 Análisis de secuencias: Las secuencias obtenidas fueron sometidas a 
evaluación por medio de los algoritmos Blastn, Blastx y tblastx, con el fin de 
conocer su identidad (relación con las secuencias reportadas en la base de datos 
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del Gen Bank; los resultados fueron interpretados por su “e value”, interface 
gráfica (barras superiores: longitud, color, intervalo intervalo comprendido de 
cioincidencia etc.); también se tuvo en cuenta la relación y contexto ecológico de 
donde se tomaron las muestras (especies presuntamente encontradas en la región 
vs las listadas en los resultados).Para algunas secuencias se pudo determinar que 
la fuente de alimento era cerdo de (Sus scrofa), toro (Bos taurus), gallina (Gallus 
gallus) y otras especies de aves. Con resultados confiables en al menos dos de 
los tres blast.  
De otra parte, en algunos resultados se obtuvieron altas identidades parciales de 
secuencia (coincidencias en solo una o varias regiones del Query Vs la base de 
datos), esto puede deberse a regiones ampliamente conservadas en Cytb entre 
las especies, lo cual a su vez explicaría la presencia de grupos altamente 
divergentes evolutivamente que hacen parte del mismo resultado para una 
secuencia, ejemplo de lo anterior, son algunos resultados de secuencias con alta 
ponderación para  Cx quinquefasciatus   y G. gallus. 
Algunas secuencias arrojaron scores  altos y robustos para de Cytb de Cx. 
quinquefasciatus (vector), siendo además la única especie listada en los 
resultados de los distintas suites de blast empleadas, esto es congruente y factible 
si se considera que los primers empleados fueron diseñados a partir de muestras 
de diversos grupos, incluidos artrópodos (insectos) (Kocher et al, 1989), este 
resultado no obstante es válido para ratificar la utilidad de estos primers para el 
marcador Cytb en Cx. 
Una limitante que se observó para el análisis de  secuencias correspondientes a 
especies de vida silvestre fue la falta de registros (secuencias anotadas), razón 
por la cual, algunos resultados fueron congruentes solo hasta el nivel de género 
.Lo anterior debe incentivar aún más la secuenciación de éste y otros marcadores 
para la biodiversidad Colombiana, de la mano con estudios de diversidad en los 
sectores de muestreo, en el caso de las aves,  una base de datos con las 
secuencias para este grupo en el país sería de gran utilidad, permitiendo 
discriminar con precisión la fuente de alimento a nivel de especie. 
Finalmente, cabe resaltar que tblastx fue el algoritmo más robusto, esto se 
concluye al comparar los resultados de los tres blast empleados; en éste los 
resultados de las más  altas identidades coincidieron con los que tuvieron altos 
acores en blastn y blastx, además se eliminó ruido presente en éstas últimas 
suites; y en algunas ocasiones donde el blast convencional no arrojó coincidencias 
el tblastx si lo hizo de manera robusta y confiable. 
  
 
 
 
5  DISCUSIÓN 
El entendimiento de la epidemiología de enfermedades de transmisión vectorial 
(ETV),  es de gran importancia para modelar estrategias de control  de la especie 
o especies de insectos  implicadas en la transmisión de patógenos. Un factor 
crucial, es la incriminación vectorial, la cual tiene entre sus criterios “acumular 
evidencia de campo que confirme una asociación de los insectos con la 
prevalencia e incidencia de la enfermedad  en las poblaciones de vertebrados” 
(Rodríguez, Cob 2005) y como medida de la capacidad vectorial, implícita, en la 
incriminación vectorial se encuentra la especificidad o no por una fuente de 
alimento, es así como un generalista puede ser el puente para la transmisión de 
agentes etiológicos como el Virus del Nilo Occidental de aves a mamíferos.  
La metodología estandarizada en el presente estudio representa una importante  
herramienta de apoyo en los estudios de enfermedades tropicales, pues tiene la 
gran ventaja de no depender de anticuerpos monoclonales, estrictamente 
necesarios en las pruebas de ELISA que son dispendiosos de producir y su panel 
no es tan amplio para animales en vida silvestre. Esta metodología ya probada en 
mosquitos  de la universidad y en el CAM-UNAL, demostró una gran exactitud en 
la identificación de especies de animales de producción como especies de 
animales de vida silvestre. Específicamente para el grupo de investigación tiene 
aplicaciones directas en la búsqueda e implicaciones de posibles vectores para 
hemoparásitos aviares. 
Con referencia al presente estudio, entre los aspectos a discutir en la primera fase 
están los métodos de extracción de ADN probados. Al realizar una comparación 
entre ellos, Kit Zymo®, Kit Wizard® y FCAI, con todos fue posible amplificar 
regiones del gen Cytb, y/o COI;  con los tres hubo diferencias estadísticamente 
significativas en cuanto a rendimiento de ADN (ng/µL). Siendo el método 
convencional FCAI el que suministró mayor rendimiento de ADN extraído por µL, 
pero se deben tener en cuenta las propiedades de cada uno; p.e, el kit Zymo® 
aparentemente es el método que menos rinde en términos de concentración de 
ADN, pero tiene buena calidad de ADN y el procedimiento de extracción es fácil y 
rápido, comparado con los otros dos métodos. Por último,  contrario a lo planteado 
por (Rada,Taboada 1998; Van Pelt-Verkuil et al, 2008), con  el método 
convencional FCAI se obtuvo la mejor concentración de ADN a partir de un 
individuo; ADN estable, producido a bajo costo, por ello se escogió para analizar 
las muestras de campo. 
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Otro aspecto que se tuvo en cuenta fue la concentración de dNTPs,  en la fase de 
estandarización de las condiciones de reacción en la PCR. Algunos autores como 
(Van Pelt-Verkuil et al, 2008; Bartlett, Stirling 2003), opinan que la concentración 
de dNTPs durante la PCR, afecta el rendimiento, la especificidad y la fidelidad de 
la reacción. De las tres concentraciones de dNTPs probadas (1,0, 0,5 y 0,2 mM),  
se escogió  la concentración 0,2 mM  porque  es una cantidad de sustrato mínima  
para la reacción, contribuyendo así a disminuir incorporaciones erróneas de 
dinucleótidos a la Taq ADN polimerasa, aumentando la fidelidad de la prueba. 
Para el estudio se diseñaron primers para aves, los cuales son útiles para otros 
estudios donde se requiera conocer la fuente de alimento de insectos 
hematófagos, en ambientes silvestres donde las aves sean un hospedero 
principal,  más aún con acceso a aves domésticas, lo cual es muy importante para 
la vigilancia epidemiológica de las enfermedades transmitidas por estos insectos, 
que puede ser ejemplificada por el caso del Virus del Nilo Occidental. Un cuello de 
botella en especial para aves del trópico es que existen muchas especies de aves 
para las que se desconoce la secuencia de Cytb, en la actualidad nuestro grupo 
de investigación adelanta investigaciones amplificando secuencias de aves 
residentes en Colombia a ser depositadas en la base de datos GenBank.  
Con respecto a la segunda fase de estandarización, se deben resaltar los 
resultados registrados en este estudio para tiempos de detección de sangre de 
fuente de alimento los cuales superaron las 200 h, con primers generales de  
vertebrados (Kocher et al, 1989). Esto difiere de otros trabajos donde se detectó 
sangre de humano y pollo hasta las 96 h en flebótomos (Abbasi et al, 2008), 
sangre de humano hasta las 48 h en An stephensi (Kent y Norris 2005) y sangre 
de humano hasta las 72 h en Simulium damnosum (Boakye et al, 1999), con 
primers para vertebrados.  
Este resultado es importante porque da a conocer aspectos de la biología del 
vector y en cierta medida de la epidemiología de las infecciones que transmite. En 
el aspecto biológico, este resultado ofrece un acercamiento a la cinética de las 
enzimas digestivas de la especie Cx quinquefasciatus; ya que en mosquitos como 
Anopheles stephensi,  las tasas de digestión de proteína  sanguínea  de 
hospedero (27 °C +-2°C),  no superaron las 60 horas (Oshaghi et al, 2006). Para 
Aedes aegypti  (27 °C) el  rango reportado en literatura está entre las 30 y 40 h. 
Para Cx quinquefasciatus el rango de digestión protéica tomó más tiempo en 
hembras de colonia, desarrolladas a una temperatura de 21 a 23°C (Clements. 
1992). En regiones tropicales la digestión de sangre es comúnmente completada 
en dos días (48 h) o tres días (72 h) que es casi el mismo tiempo para la 
ovipostura. Pero en regiones donde la temperatura es menor, el proceso de 
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digestión puede tardar 5 a 8 días, lo cual sustenta el resultado registrado en este 
estudio. Un ejemplo de ello se presentó en Culiseta annulata, la cual estuvo entre  
6 a 8°C, y logró digerir la sangre  de hospedero en un lapso de 28 a 31 días 
(Clements. 1992). 
Respecto a la  humedad,  en Anopheles spp presentes en India durante la 
estación seca, la digestión de sangre tomó tres a cinco días, pero cuando la 
humedad relativa aumentó la sangre fue digerida en uno a tres días. En la especie 
An messeae,  (15 a 30°C), la digestión fue más rápida  a humedades relativas 
altas,  que a humedades relativas  bajas según, (Clements.1992). En el presente 
estudio, Cx quinquefasciatus permaneció a una HR del 60 – 80%.  
Al comparar los resultados registrados con estudios relacionados, se encontró que 
al probar el efecto del volumen de sangre ingerido  vs  el tiempo de digestión de la 
proteína sanguínea en Aedes aegypti se halló una relación directamente 
proporcional  entre el volumen de sangre ingerido en microlitros (µL) y la actividad 
proteolítica es decir, la tasa de digestión se extiende a medida que el volumen de 
sangre o sustrato aumenta (Clements.1992).  
Un proceso biólogico esencial a tener en cuenta, es la digestión de la sangre a lo 
largo del tiempo vs la producción de huevos. Se sabe que  en algunas especies de 
mosquitos, las  hembras consumen sangre no solo para producir sus huevos, un 
proceso conocido como ciclo gonotrófico sino que  también la usan como fuente 
de agua y nutrientes (Clements.1992). Para Cx quinquefasciatus en las 
condiciones ambientales presentes en laboratorio, el ciclo gonotrófico fue 
completado en promedio,   6 días después de ingerir la sangre, (ver tabla 7), pero 
la detección de  la región Cytb en vertebrados se logró hasta 12 días después de 
la ingesta de sangre.  De esta forma, la probabilidad de encontrar alimentaciones 
mixtas en especímenes de campo aumenta, como se observó en dos mosquitos 
recolectados en galpón  y en uno recolectado en porqueriza.  
Este resultado  tiene gran importancia desde el punto de vista de transmisión de 
patógenos para las aves o para los mamíferos, ya que según lo establecido por 
(Cortés.2004), con la longevidad lograda por las hembras (43,5 días), al menos 
teóricamente pudieran hacer entre 5 y 6 picaduras infectantes,  hipotéticamente de 
un solo hospedero en cada ingesta que haga, para llevar a cabo un ciclo 
gonotrófico aumentando así la probabilidad de transmisión de patógenos En el 
caso de especies de mosquitos donde las hembras desarrollan anautogenia, como 
en este caso,  la búsqueda, selección de fuente de alimento, obtención y digestión 
de sangre, es imprescindible para procesos biológicos como la oviposición, 
resaltando así  al ciclo gonotrófico como  un parámetro importante para tener en 
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cuenta en la epidemiología de las enfermedades transmitidas por vectores, porque 
si este es mayor que el período de incubación extrínseco, (el que se lleva a cabo 
en el insecto) aumenta su competencia y capacidad vectorial.  
En cuanto a su hábito alimenticio, en Marengo y de acuerdo a las observaciones 
realizadas en campo  teniendo en cuenta el grado de distensión abdominal en el 
que se recolectaban los mosquitos, se deduce que Cx quinquefasciatus es una 
especie generalista, más que estrictamente ornitofílica  (Forattini. 2000), porque en 
muchos casos  hembras a las que se les detectó trazas de sangre de Gallus 
gallus, se capturaron en domicilio humano. En hembras recolectadas en 
porqueriza y galpón se detectaron alimentaciones mezcladas con Sus scrofa y 
Gallus gallus; al parecer ellas realizan un recorrido cíclico que comprenden la ruta 
galpón, porqueriza, domicilio. Un dato interesante es haber detectado por 
secuenciamiento ADN del reptil Hemydactilus spp  en un mosquito de domicilio; 
este tipo de gecko casero es originario de Asia y la región Indo pacífica; ha 
mostrado predilección por ambientes urbanos, suburbanos, y nunca se ha 
detectado en ambientes naturales. El sitio más cercano al área de estudio con 
condiciones similares en el que este reptil ha sido reportado es  Tocancipá a 2.600 
m.s.n.m, de acuerdo a (Caicedo y Dulcey 2011. Sin publicar). Se ha registrado por 
PCR con primers específicos para lagartos que la especie Cx erraticus, se 
alimentó del lagarto  Alligator mississippiensis en una granja comercial de la 
Florida (USA). (Rodrígues y Maruniak 2006). 
A diferencia de lo hallado en Marengo, en la Universidad Nacional esta especie de 
mosquitos resultó ser 100% ornitofílico, ya que de la muestra tomada el 54,54% se 
alimentó sobre Turdus fuscater y el 45,45% sobre Zenaida auriculata, pero en el 
campus universitario hay otras posibilidades de alimento, como Equus caballus, 
Bos taurus, Homo sapiens, Canis familiaris, y roedores presentes en el ICN-UNAL 
y  el sitio está a menos de 50 metros de habitaciones humanas,  por lo que 
convendría hallar más sitios de reposo. 
 
En contraste a lo reportado en la UNAL, (Molaei et al, 2007), refieren a Cx 
quinquefasciatus como una especie generalista más que ornitofílica ya que el 
52,5% de los mosquitos se alimentaron de sangre de mamífero y el 39,1% lo 
hicieron sobre  diferentes órdenes de aves  en el área metropolitana del condado  
de Harrisg, Texas donde las actividades agrícolas y ganaderas predominan. 
La tendencia preferencial a consumir sangre de aves tal vez se deba a que 
metabólicamente les es más fácil digerirla, comparada con la sangre de mamífero. 
En el presente estudio se observó que el proceso de digestión para sangre de 
Gallus gallus fue más rápida e irregular, esto es que la concentración de DNA 
frente al número de días no desciende paulatinamente, y en el tiempo comparado 
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con lo observado para Mus musculus donde  hubo una tendencia de digestión de 
la sangre más lenta y la concentración disminuyó de una forma constante o 
paulatina en el tiempo, esto es mostró un patrón regular de descenso a través de 
los días estudiados.  (Ribeiro 2000), registró en laboratorio un tiempo de prueba o 
búsqueda de fuente de alimento para la especie Culex quinquefasciatus sobre 
mamíferos: Homo sapiens y Mus musculus mayor, a lo registrado para Aedes 
aegypti y Anopheles albimanus; entre tanto las tres especies de mosquitos 
concordaron en los tiempos de prueba sobre Gallus gallus. Este comportamiento 
está relacionado con aspectos evolutivos  mosquito -hospedero y con aspectos de 
homeostasis (Eldridge. 2005). 
Cx quinquefasciatus se convierte de acuerdo a la identificación de su hábito 
alimenticio, en objeto de estudio para realizar incriminación vectorial a mediano 
plazo detectando en él, patógenos como Leucocytozoon en CAM-UNAL  el cual se 
ha reportado en Gallus gallus y en la Universidad Nacional detectando 
Plasmodium spp y Leucocytozoon spp;  ya que de 106 aves muestreadas en el 
grupo, siete Turdus fuscater se han encontrado infectadas con Plasmodium spp y 
una con Leucocytozoon spp.  
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CONCLUSIONES 
 
 Se logró estandarizar en laboratorio  las condiciones de mezcla para amplificar 
regiones de Cytb en vertebrados fuentes de alimento de  Cx quinquefasciatus 
 
 Se determinó un tiempo máximo de amplificación de la región Cytb de 
vertebrados de 12 días, correspondiente a más de 200 h.  
 
 Se realizó una validación  de la metodología estandarizada  en mosquitos Cx 
quinquefasciatus de Marengo y de la Universidad Nacional, la cual como 
modelo, puede ser aplicable en otros insectos hematófagos de importancia 
médica y veterinaria  como Anopheles, Aedes, Simúlidos, Culicoides. 
 
 Estos resultados dan indicios del contacto entre hembras de Cx 
quinquefasciatus, con aves de la UNAL  y con la mayoría de vertebrados 
presentes en el CAM-UNAL; lo que promueve la hipótesis que esta especie de 
mosquitos está jugando un papel crucial en la transmisión de agentes 
patógenos como Plasmodium spp detectado en aves del campus universitario 
y Leucocytozoon detectado en aves de corral del centro agropecuario 
Marengo.
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ANEXO 1. Calculador de dosis de medicamentos  para fuentes de alimento  
 
  ANESTESIA  
  Nombre del 
Medicamento Seton 
 Principio Activo  Xilazina 
 Presentación Frasco por 10 mL 
 Concentración 20 mg/mL 
 
   
Especie 
Peso del Animal 
(g.) 
Peso del Animal (Kg.) 
Ave   
 
Ratón   
 
   
   Nombre del 
Medicamento Ciruphar 
 Principio Activo  Ketamina 
 Presentación Frasco por 10 mL 
 Concentración 100 mg/mL 
 
   
Especie 
Peso del Animal 
(g.) 
Peso del Animal (Kg.) 
Ave   
 
Ratón   
 
   EUTANASIA  
  Nombre del 
Medicamento Euthanex 
 
Principio Activo  
Pentobarbital 
sódico 
 Presentación Frasco por 20 mL 
 Concentración 390 mg/mL 
 
   
Especie 
Peso del Animal 
(g.) 
Peso del Animal (Kg.) 
Ave   
 
Ratón   
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ANEXO2: Programa Statistix 9.0. Resultado prueba de normalidad 
Shapiro/ Wilk 
a. Resultado prueba de normalidad Shapiro / Wilk para los datos sobre 
métodos de extracción. 
Variable N W P 
ng 45 0.8468 0.0000 
  
b. Descripción estadística de la variable ng por método de extracción. 
Metodo Promedio SE promedio Mínimo Máximo 
1 205.36 43.427 26.600 643.30 
2 505.34 49.227 63.800 755.50 
3 11.887 2.8724 0.9000 35.900 
1: Método extracción ADN kit Wizard. 2: Método extracción FCAI. 3: Método 
extracción kit Zymo 
c. Método no paramétrico Kruskal/Wallis de una vía para ng por método de 
extracción 
 Promedio de la muestra 
Método Rango Tamaño 
1 24.6 15 
2 36.2 15 
3 8.2 15 
Total 23.0 45 
 
Metodo Kruskal/Wallis: 34.4209 
Valor p: 0.0000 
d. Método paramétrico AOV aplicado a rangos 
Source DF SS MS F P 
Between 2 5937.60 2968.80 75.46 0.0000 
Within 42 1652.40 39.34   
Total 44 7890.00    
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e. Diagrama de cajas para los métodos de extracción 
 
f.  Estandarización con fuente de alimento conocida  
Análisis de varianza teniendo en cuenta la concentración de ADN (statistix 
9.0) 
FUENTE    ALIMENTO DF SS MS F P 
Alimento 1 17593.6 17593.6 48.16 0.0000 
Tiempo 10 5520.9 552.1 1.51 0.1510 
Metodo 1 76280.8 76280.8 208.81 0.0000 
Alimento*metodo 1 13968.0 13968.0 38.23 0.0000 
Error 79 28860.2 365.3  0.0000 
Total 92     
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g. Tendencia lineal entre  horas y los nanogramos para mosquitos  
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ANEXO 3. Condiciones de amplificación de los primers utilizados 
Perfil térmico primers vertebrados 
Paso Temperatura °C/ tiempo 
Denaturación 93/ 5 min 
Denaturación 93/ 30 s 
Alineamiento 50 / 1 min 
Extensión 72 / 45 s 
35 ciclos desde el paso 2 
Extensión 72 / 5 min 
Final 15/ 5 min 
 
a. Perfil térmico primers para mamíferos y aves 
Paso 
Temperatura °C/ 
tiempo 
Denaturación 95°c/  10 min 
Denaturación 94°c/ 30 min 
Alineamiento 
55°/45 s 
1 min (aves) 
Extensión 72°/1 m 
Ciclos 36 ciclos desde paso 2 
 
b. Perfil térmico para primers de insectos 
Paso Temperatura °C/ tiempo 
Denaturación 94/ 3 min 
Denaturación 94/ 30 s 
Alineamiento 50 / 30 s 
Extensión 72 / 30 s 
35 ciclos desde el paso 2 
Extensión 72 / 7 min 
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ANEXO 4. Determinación taxonómica de Cx quinquefasciatus de colonia (Lab. 
Entomología Médica), Cx capturado en Marengo  a partir de genitalia y Cx 
capturado en la UNAL. 
   
 
 
 
 
 
DV/D: 50 micras/ 85 micras: 0.58 micras en genitalia de Cx quinquefasciatus  
 
v 
D
V 
Genitalia de 
Cx  capturado 
en Marengo 
D 
Relación de la distancia en micras de los brazos 
dorsales (D) y distancia dorso ventral del mesosoma de 
Cx quinquefasciatus. (Forattini.1965).  
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ANEXO 5. Resultados de secuenciamiento de las muestras procesadas 
a. Muestras Universidad Nacional 
MUESTRA ng/µl Fuente alimento 
Verificación 
GENBANK 
Max 
ID 
1/2 1 55,61 Alburnus 
arborela 
Cx 
quinquefasciatus 
91% 
1/2 2 33,14 Zenaida 
auriculata 
Zenaida 
auriculata 
92% 
1/2 3 62,23 Zenaida 
auriculata 
Zenaida 
auriculata 
97% 
1/2 4 30,5 Turdus serranus Turdus serranus 95% 
lleno 1 74,33 Turdus nigriceps Turdus serranus 92% 
lleno 2 45,57 Turdus serranus Turdus fuscater 93% 
lleno 4 28,63 Turdus nigriceps Turdus fuscater 89% 
lleno 5 79,66 Turdus nigriceps Turdus nigriceps 97% 
lleno 6 81,47 Zenaida 
auriculata 
Zenaida 
auriculata 
91% 
lleno 7 24,16 Zenaida 
auriculata 
Zenaida 
auriculata 
91% 
lleno 8 42,47 Turdus nigriceps Turdus fuscater 92% 
lleno 9 65,81 Zenaida 
auriculata 
Zenaida 
auriculata 
92% 
Vacío 1 40 Cx 
quinquefasciatus 
Cx 
quinquefasciatus 
88% 
Vacío 3 67,53 Cx 
quinquefasciatus 
Cx 
quinquefasciatus 
87% 
Vacío 7 95,64 Cx 
quinquefasciatus 
Cx 
quinquefasciatus 
87% 
            Peso molecular de 358 pb 
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b. Muestras porquerizas Marengo 
MUESTRA ng/µl 
Fuente 
alimento 
Verificación 
GENBANK 
Peso 
molecular 
Max 
ID 
1/2 1 86,4 Sus scrofa Sus scrofa 358 96% 
1/2 2 64,72 Sus scrofa Sus scrofa 358 99% 
1/2 3 57,69 Sus scrofa Sus scrofa 358 97% 
1/2 4 50,06 Sus scrofa Sus scrofa 358 96% 
1/2  5 62,49 Sus scrofa Sus scrofa 358 93% 
lleno 1 53,34 Sus scrofa Sus scrofa 358 98% 
lleno 2 30 Sus scrofa Sus scrofa 358 98% 
lleno 3 36,76 Sus scrofa Sus scrofa 358 97% 
lleno  4 33,11 Sus scrofa Sus scrofa 358 96% 
lleno 5 38,37 Sus scrofa Sus scrofa 358 98% 
lleno 6 26,12 Sus scrofa Sus scrofa 358 97% 
Lleno 7 44,94 Sus scrofa Sus scrofa 358 97% 
Vacío 1 24,13 Sus scrofa Sus scrofa 358 98% 
Vacío 2 11,62 Gallus gallus 
Gallus 
gallus 
358 94% 
Vacío 6 13,65 Gallus gallus 
Gallus 
gallus 
358 96% 
lleno 5 14,14 Sus scrofa Sus scrofa 770 94% 
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c. Muestras galpón Marengo 
Muestra Número ng/µl Fuente alimento 
Verificación 
GENBANK 
Peso 
molecular 
Max 
ID 
1/2 2 31 32,67 Gallus gallus Gallus gallus 358 97% 
1/2 3 32 40,69 Gallus gallus Gallus gallus 358 89% 
1/2 5 33 45,57 Gallus gallus Gallus gallus 358 96% 
1/2 7 34 46,96 Gallus gallus Gallus gallus 358 88% 
1/2 8 35 43,99 Gallus gallus Gallus gallus 358 93% 
1/2 9 36 24,36 Gallus gallus Gallus gallus 358 95% 
lleno 1 37 34,76 Gallus gallus Gallus gallus 358 94% 
lleno 2 38 25,15 Gallus gallus Gallus gallus 358 97% 
lleno 3 39 12,09 Gallus gallus Gallus gallus 358 100% 
lleno 4 40 36,37 Gallus gallus Gallus gallus 358 97% 
lleno 6 42 27,5 
Gallus 
gallus/Phalloptychus 
januaris 
Gallus gallus 358 94% 
lleno 7 43 30 Gallus gallus Gallus gallus 358 94% 
lleno 8 44 36,58 Gallus gallus Gallus gallus 358 94% 
leno 9 45 38 Gallus gallus Gallus gallus 358 97% 
lleno 5 52 55,27 
Gallus gallus/ 
Francolinus 
swainsonii 
Gallus gallus 358 94% 
lleno 9 65 11 Gallus gallus Gallus gallus 637 98% 
Peso molecular: 358 pb 
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d. Muestras domicilio humano Marengo 
 
MUESTRA NÚMERO ng/µl Fuente alimento 
Verificación 
GENBANK 
Max 
ID 
IN V3 45B 10,43 NO ID NO ID  
IN V4 46 11,9 
Acentogobius 
malayanus/Cirtopodium 
gastrophole 
NO ID  
IN V5 47 12 
Mus 
musculus/Phylloscopus 
kansuensis 
NO ID  
IN V6 48 57,61 Cx quinquefasciatus 
Cx 
quinquefasciatus 
 
1/2 3 49 26,57 Homo sapiens Homo sapiens 95% 
1/2 4 50 50,34 Homo sapiens Homo sapiens 95% 
PE V11 55 13 
Homo sapiens/ Sus 
scrofa 
Homo sapiens 85% 
PE V10 56 13 Bos taurus Bos taurus 98% 
PE 1/2 1 57 51,52 Homo sapiens Homo sapiens 97% 
PE lleno 
1* 
58 29,16 Bos taurus Bos taurus 97% 
PE LLENO 
2 
59 47,77 Bos taurus Bos taurus 96% 
INT V8 66 13 Cx quinquefasciatus Gallus gallus 97% 
INT V10 67 47 Gallus gallus 
Nectarinia 
sovimanga 
78% 
INT V13 68 30 Gallus gallus Gallus gallus 92% 
INT V15 69 12 
Nectarinia 
humbloti/Gekko 
Pteruthius 
validirostris 
86% 
Peso molecular 358 pb 
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ANEXO 6. Muestras de campo purificadas para secuenciamiento a partir del 
abdomen de un insecto 
 
 
 
 
 
